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Verfahren und Kit zur Isolierung von RNA 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Kit zur Isolierung von RNA in 
Anwesenheit von DNA durch spezifische Bindung an Magnetit-Trager. 

Die Anreicherung bzw. Reinigung und Isolierung von verschiedenen 
Nukleisaurespezies wie doppelstrangiger Plasmid DNA, chromosomaler 
DNA, einzelstrangiger DNA, DNA Fragmenten oder RNA ist von zentraler 
Bedeutung in der Molekularbiologie. Seit langem ist eine Vielzahl von 
Methoden bekannt, um die verschiedenen DNA Spezies, die in einer Probe 
vorkommen konnen, voneinander zu trennen. Hierbei kommen Verfahren 
auf rein flussig-chemischer Basis zum Einsatz oder auch verschiedene 
Verfahren mit Hilfe von spezifisch modifizierten Festphasen zur Bindung 
der Nukleinsauren. 

Besonderes Interesse hat in den letzten Jahren die Analyse der RNA 
erfahren, da insbesondere die RNA Molekule durch ihre vielfaltigen 
Funktionen den biologischen Zustand einer Zeile widerspiegeln. Zum 
Anderen sind bedeutende pathogene Viren mit RNA Genomen 
ausgestattet, die es mittels der molekularen Diagnostik quantitativ und 
qualitativ nachzuweisen gilt. 

Eine rein flussig-chemisches Verfahren fur die spezifische Isolierung von 
RNA Molekulen beschreibt US 4,843,155. Die Methode macht sich das 
unterschiedliche Losungsverhalten von DNA und RNA zunutze. Jedoch 
kommen hierbei hochgiftige Substanzen wie Phenol oder Chloroform zum 
Einsatz. Zudem miissen zeitaufwendige Fallungsreaktionen mit Alkohol und 
Zentrifugationen durchgefuhrt werden. 

US 5,234,809 und US 6,355,792 beschreiben den Einsatz einer Festphase 
zur Isolierung von DNA und RNA. Eine Unterscheidung zwischen den 
beiden Nukleinsaure-Spezies ist nicht moglich. 



WO 92/18514 und WO 01/46404 beschreiben ahnliche Verfahren zur 
Isolierung von DNA/RNA, bei denen metallische Oxide wie z.B. Magnetit 
als Festphase eingesetzt werden. 

Es wurde nun gefunden, dass unmodifizierte Magnetit-Partikel unter 
bestimmten chaotropen Bedingungen spezifisch und effektiv RNA-Molekule 
binden, wohingegen DNA-Molekule im Oberstand verbleiben. Dies ist 
insbesondere uberraschend, da in der Literatur (M. J. Davies et al., 
Analytical Biochemistry 262, 92-94 (1998), WO 92/18514 und WO 
01/46404) ebensolche Magnetit-Trager zur Isolierung von DNA verwendet 
werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur 
Isolierung von RNA aus Proben gekennzeichnet durch folgende 
Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellung einer Festphase aus Magnetit 

b) Bereitstellung eines Bindepuffers, der Guanidiniumthiocyanat in einer 
Konzentration enthalt, die nach Mischung mit der Probe eine 
Endkonzentration von > 2,5 M Guanidiniumthiocyanat bewirkt; 

c) Herstellung einer Mischung aus der Probe, der Festphase aus Magnetit 
und dem Bindepuffer, wobei in dieser Mischung eine die Bindung der 
RNA unterstutzende Phosphat-Konzentration vorliegt; 

d) Isolierung der Festphase mit der gebundenen RNA 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im Anschluft an die Isolierung 
der Festphase mit der gebundenen RNA (Schritt d)) 

e) die besagte Festphase optional gewaschen und 

f) die RNA von der Festphase eluiert. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Elution in Schritt e) mit 
Elutionspuffern, die einen pH-Bereich > 7 ermoglichen und Phosphat 
enthalten. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Bindepuffer 
zusatzlich Chelatoren wie EDTA. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform bestehtdie Festphase aus 
partikularem Magnetit. Besonders bevorzugt sind Magnetit-Partikel mit 
einem Durchmesser von 0,01 bis 2 urn und einer spezifischen Oberflache 
von 1 bis 100 m 2 /g. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit zur Isolierung von 
RNA nach dem erfindungsgemalien Verfahren zumindest enthaltend eine 
Festphase aus Magnetit und einen Bindepuffer mit einer GTC- 
Konzentration von uber 3 Mol/I. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Bindepuffer zumindest 
zwischen 4 und 8 Mol/I GTC, zwischen 5 und 200 mMol/l EDTA und 
typischerweise zwischen 10 und 100 mMol/l Tris-HCI oder ahnliche 
Puffersubstanzen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit zusatzlich einen oder 
mehrere der folgenden Bestandteile 

- einen Elutionspuffer 

- einen Waschpuffer 

- eine PhosphatsalzlSsung 

Proben im Sinne der Erfindung sind jede Art von Proben, in denen RNA 
vermutet wird. Die Probe kann synthetischen oder bevorzugt 
gentechnoiogischen, biotechnologischen oder biologischen Ursprungs sein, 



d.h. z.B. aus Bakterien, Viren, Korperzellen, Blut, Plasma, 
Zerebrospinalflussigkeit, Ham, Feces, Milch, Gewebe, Fermentationsbruhe 
Oder Zellkulturen. 

Die Probe kann direkt eingesetzt werden Oder falls notwendig zuerst 
aufgeschlossen werden. Beispielsweise mussen Prober), die Zellen oder 
virale Partikel enthalten zunachst aufgeschlossen werden, urn die RNA aus 
den Zellen bzw. Partikeln freizusetzen. Geeignete Methoden zum 
Aufschiufi der Proben bzw. Lyse von Zellen sind dem Fachmann bekannt. 

RNA ist jede naturliche oder synthetische Form der Ribonukleinsaure, 
insbesondere m-RNA, t-RNA, ribosomale RNA, virale RNA oder 
synthetische RNA Molekule wie siRNA (RNAi). 

Der Begriff "Phosphat" umschliesst erfindungsgemafi anorganisches 
Phosphat und organisches Phosphat. Beispiele hierfur sind Phosphatsalze 
wie Natriumhydrogenphosphat (anorganisches Phosphat) oder 
phosphathaltige Kohlenwasserstoffverbindungen wie Aminosauren, 
Kreatinphosphat und phosphathaltige Proteine (organisches Phosphat). 

Eine Festphase aus Magnetit ist ein Trager, dessen Oberflache zumindest 
grofitenteils, bevorzugt vollstandig, aus Magnetit (Fe 3 0 4 ) besteht. Die 
Festphase kann beispielsweise als Platte, Partikel, Beschichtung, Faser, 
Filter oder andere por6se Struktur vorliegen. Besonders bevorzugt besteht 
die Festphase aus Magnetit-Partikeln. 

Zur Herstellung von Magnetit-Partikeln sind verschiedene Herstellverfahren 
bekannt. Beispiele sind offenbart in: 

- Massart, IEEE Trans. Magn. 17, 1247-1248 (1981) 

- Sugimoto, Matijevic, J. Colloid Interface Sci. 74, 227-243 (1980) 

- Qu et al., J. Colloid Interface Sci. 215, 190-192 (1999) 

Besonders bevorzugt erfolgt die Herstellung der Festphase aus Magnetit 
nach Sugimoto und Matijevic. 



In der Regel bindet 1 mg derartiger Partikel ca. 10 ng RNA. Da die meisten 
Proben weniger als 1 jug RNA enthalten, werden typischerweise fur die 
erfindungsgemafce Isolierung von RNA 0,5 bis 5, bevorzugt ca. 1 mg, 
Partikel eingesetzt. 

Kern der vorliegenden Erfindung ist, dass RNA in wassrigen Losungen in 
Anwesenheit von Guanidiniumthiocyanat (GTC) und Phosphat an 
Festphasen aus Magnetit bindet, wahrend DNA in Losung bleibt. Auf diese 
Weise konnen in der Regel mehr als 70%, haufig mehr als 90% der in der 
Probe vorhandenen RNA spezifisch isoliert werden. 

Um die Bindung der RNA zu gewahrleisten mufc der wassrige Bindepuffer 
bei der Mischung mit der Probe und der Festphase eine Konzentration von 
mindestens 2,5 M GTC, bevorzugt 3-5 M GTC, ermoglichen. Dazu werden 
je nach dem Volumenverhaltnis der Probe und des Bindepuffers bevorzugt 
Bindepuffer mit einer Konzentration von Qber 3 M, bevorzugt 5 bis 8 M GTC 
eingesetzt. 



Die spezifische Bindung der RNA findet unter geeigneten Bedingungen in 
einem breiten pH Bereich statt. Bevorzugt stellt der Bindungspuffer einen 
pH-Bereich von 6 - 10 ein, besonders bevorzugt von pH 7 - 9. Daher enthalt 
der Bindepuffer Puffersubstanzen, die dies ermoglichen. Dem Fachmann 
sind geeignete Puffersubstanzen bekannt. Beispiele hierfursind Tris-HCI, 
Tricine, MOPS und andere. 

Essentiell fur die spezifische Isolierung der RNA ist das Vorhandensein 
einer bestimmten Menge an Phosphat wahrend der Bindung an die 
Magnetit-Festphase. 

Liegt wahrend der Bindung (d.h. bei Mischung der Probe mit dem 
Bindepuffer und der Festphase) kein Phosphat vor, binden in der Regel 



sowohl DNA als auch RNA an das Magnetit. Liegt wahrend der Bindung 
zuviel Phosphat vor, so binden weder DNA noch RNA. 

Die Menge an Phosphat, die zur Untersttitzung der spezifischen Bindung 
der RNA notwendig ist, hangt von der Grd&e der Oberflache der Festphase 
aus Magnetit ab. Wahrscheinlich ist der Grund fur diesen Zusammenhang 
eine Wechselwirkung zwischen der Oberflache der Festphase und dem 
Phosphat. Die Menge an Phosphat muss ausreichend grofc sein, urn die 
Bindung der DNA an die Oberflache der Festphase zu verhindern, darf aber 
nicht so groli sein, dass das Phosphat die Bindung der RNA stort. 

Wie beispielhaft in Abbildung 1 dargestellt, bewirkt eine Konzentration von 
20mM Phosphat pro mg der bevorzugt eingesetzten Magnetit-Partikel 
(Merck MagPrep® Magnetit, Art.Nr. 101882, d.h. Partikel mit Durchmesser 
ca. 1 urn, spezifischer Oberflache ca. 20 qm/g, hergestellt nach Sugimoto, 
Matijevic, J. Colloid Interface Sci. 74, 227-243 (1980) ) eine spezifische und 
effiziente Bindung der RNA an die Festphase aus Magnetit. Die DNA 
verbleibt in Losung. 

Fur eine effiziente Bindung der RNA sollte die Phosphat-Konzentration 
nicht grofcer sein als 200mM pro mg der benutzten Magnetit-Partikel. 

Die zur Unterstutzung der spezifischen Bindung der RNA notwendige 
Menge an Phosphat kann dem Gemisch durch entsprechende Zusatze zum 
Bindepuffer zugesetzt werden. Genauso kann jedoch auch die Probe selbst 
bereits Phosphat enthalten, wie es fur Korperflussigkeiten wie Urin oder 
Blutplasma, das Phosphat in anorganischer und in Protein-gebundener 
Form enthalt, bekannt ist. In diesem Falle kann durch das 
Mengenverhaltnis von Probe und Bindepuffer und/oder der Menge an 
Magnetit die notwendige Phosphatmenge fur die spezifische RNA Bindung 
eingestellt werden. Dies ist beispielhaft in Abbildung 2 dargestellt. 



Somit bedeutet die Angabe, dass die Mischung aus Bindepuffer, wassriger 
Probe und Festphase eine „die spezifische Bindung der RNA 
unterstiitzende" Phosphat-Konzentration enthalt erfindungsgemafc, dass 
die Mischung soviel anorganisches und/oder organisches Phosphat enthalt, 
dass eine Bindung der DNA verhindert und eine Bindung der RNA 
unterstutzt wird. 

Bei Proben biologischen Ursprungs mussen die Nukleinsaure-haltigen 
Zellen oder Viren lysiert werden, um die RNA gemafc des 
erfindungsgema&en Verfahrens quantitativ anzureichern. Zur UnterstQtzung 
der Lyse benUtzt der Fachmann unter anderem nicht-ionische 
Detergenzien, wie NP 40, Tween® 20 oder Triton® X-100. Diese nicht- 
ionischen Detergenzien konnen die Effizienz der erfindungsgemalien RNA- 
Isoiierung negativ beeinflussen. Es wurde jedoch gefunden, dass dieser 
negative Einfluss durch einen Zusatz von Chelatoren wie EDTA 
aufgehoben wird. 

Daher enthalt der Bindepuffer und/oder die Probe erfindungsgemali 
bevorzugt zusatzlich Chelatoren wie EDTA. Bevorzugt liegt die 
Konzentration an Chelatoren wahrend der Bindung zwischen 5 und 200 
mMol/l. Daher enthalt der Bindepuffer typischerweise zwischen 5 und 200 
mMol/l, bevorzugt zwischen 10 und 100 mMol/l Chelatoren. 
Zudem kann der Bindepuffer weitere Substanzen wie Stabilisatoren, 
Enzyminhibitoren etc. enthalten. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemalien Verfahrens wird die Probe 
typischerweise zunachst mit dem Bindepuffer gemischt und dann mit der 
Festphase versetzt. Die Suspension aus Probe, Bindepuffer und Festphase 
wird gut durchmischt. 

Nach einer Inkubationszeit von 3 bis 60 Minuten, typischerweise ca. 10 
Minuten, wird der Gberstand sorgfaltig abgetrennt. 



Die Festphase wird optional z.B. mit einem sauren Waschpuffer, wie er 
beispielsweise in US 6,355,792 offenbart ist, gewaschen. 
Falls eine Isolierung der RNA gewunscht wird, wird nach erneuter 
Separation und Entfernung des Oberstands die Festphase im Elutionspuffer 
resuspendiert, gut durchmischt und 3 bis 60, typischerweise 10 Minuten, 
inkubiert. Nach Abtrennen der Festphase kann der Oberstand mit der RNA 
zur weiteren Analyse verwendet werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit zur Isolierung von 
RNA mittels des erfindungsgemafcen Verfahrens. Der Kit enthalt eine 
Festphase aus Magnetit und einen Bindepuffer mit einer Konzentration von 
mindestens 3 Mol/I GTC. Weiterhin enthalt der Kit bevorzugt zusatzlich 
Waschpuffer und Elutionspuffer sowie eine Phosphatsalzlosung fur das 
Einstellen des notwendigen Phosphatgehaltes einer Probe. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Bindepuffer zumindest 
GTC in einer Konzentration zwischen 4 und 8 Mol/I, EDTA in einer 
Konzentration zwischen 5 und 200 mMol/l und als Puffersubstanz 
typischerweise Tris-HCI in einer Konzentration zwischen 10 und 100 
mMol/l. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit als Festphase 
Magnetit-Partikel hergestellt nach Sugimoto, Matijevic, J. Colloid Interface 
Sci. 74, 227-243 (1980). 

Somit liefern das erfindungsgemaBe Verfahren sowie der 
erfindungsgemafce Kit erstmais eine effektive und quantitative Moglichkeit 
zur Festphasen-unterstutzten Isolierung von RNA aus Proben in 
Anwesenheit von DNA. 



Auch ohne weitere AusfDhrungen wird davon ausgegangen, dad ein Fach- 
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 



bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
barung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefQhrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen ist durch Bezugnahme in 
diese Anmeldung eingefuhrt. 



Beispiele 
Beispiel 1 

1mg MagPrep® Magnetit Partikel (Merck KGaA) werden mit einem Mix von 
500ul Bindepuffer B (5M Guanidinium Thiocyanat + 50mM Tris-HCI pH 7,5 
+ 20mM EDTA + 1% Triton®X 100), DNA (200ng linearisierte Plasmid-DNA) 
und RNA (200ng 16S/23S-RNA) gemischt. Der Mix wurde zuvor mit 
steigenden Mengen Natriumphosphat versetzt. 

Nach 10 Minuten Inkubation wird magnetisiert und der Oberstand sorgfaltig 
abgetrennt. Nach Entfernung des Magnetfeldes werden die Partikel mit 
500ul Waschpuffer AT (10mM Acetat-Tris pH 4.0) resuspendiert und bis zu 
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach Magnetisierung wird der Oberstand sorgfaltig entfernt und wieder mit 
500pl Waschpuffer AT versetzt. Nach Entfernung des Magnetfeldes werden 
die Partikel resuspendiert, magnetisiert und der Oberstand verworfen. Die 
Elution der Nukleinsauren von den Partikeln erfolgt nach 1 0-minutiger 
Inkubation in 100ul Elutionspuffer P (10mM Tris-HCI pH 8,5 +1mM EDTA + 
50mM Natriumhdrogenphosphat ) bei 50°C. Nach Magnetisierung wird das 
Eluat in ein neues, steriles Gefaft transferiert. 

Die Konzentration der DNA und RNA wird durch eine Fluoreszenzmessung 
mit PicoGreen® und RiboGreen® (Molecular Probes) gemafc den Angaben 
des Herstellers quantifiziert. Die Abbildung 1 zeigt die Ausbeute an DNA 
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und RNA in Abhangigkeit zur Phosphat-Konzentration. Auf der Abszisse ist 
die Phosphatkonzentration, auf der Ordinate die Wiederfindungsrate von 
DNA und RNA in % angegeben. 

Es ist klar ersichtlich, dass die Bindung der DNA schon bei Anwesenheit 
geringer Mengen an Phosphat stark abnimmt. Dagegen bindet die RNA bei 
2 bis 50 mM Phosphat effizient. 

Beispiel 2 

1mg MagPrep® Magnetit Partikel (Merck KGaA) werden mit einem Mix von 

500ul Bindepuffer B (5M Guanidinium Thiocyanat + 50mM Tris-HCI pH 7,5 

+ 20mM EDTA + 1% Triton®X 100), DNA (200ng linearisierte Plasmid-DNA) 

und RNA (200ng 16S/23S-RNA) gemischt. Der Mix wurde zuvor mit 

steigenden Mengen Human-Plasma versetzt. 

Die weiteren Schritte sind in Beispiel 1 beschrieben. 

Die Abbildung 2 zeigt die Ausbeute an DNA und RNA in Abhangigkeit zur 

Plasmakonzentration. Auf der Abszisse ist die Menge an zugegebenem 

Plasma, auf der Ordinate die Wiederfindungsrate in % angegeben. 

Da Plasma phosphorylierte Proteine und anorganisches Phosphat enthalt, 
zeigt sich bei Zusatz von Plasma das gleiche Bild wie bei Zusatz von 
anorganischem Phosphat (Beispiel 1). Dies zeigt, dass in vielen Fallen, in 
denen die Probe bereits anorganisches und/oder organisches Phosphat 
enthalt, ein weiterer Zusatz von Phosphatsalzen nicht notwendig ist. 

Beispiel 3 

1mg MagPrep® Magnetit Partikel (Merck KGaA) werden mit 500ul von vier 

verschiedenen Bindepuffern 

5M Guanidinium Thiocyanat, (GTC) oder 

5M Guanidinium-HCI, (GHCI) ) oder 

5M Natrium Thiocyanat, (NaTC) oder 



5M Natriumperchlorat, (NaCIO) 

gemischt. Alle Bindepuffer enthaiten DNA (200ng linearisierte Plasmid- 
DNA) und RNA (200ng 16S/23S-RNA) sowie 3mg/ml Rinderserumalbumin. 
Die weiteren Schritte sind in Beispiel 1 beschrieben. 
Die Abbildung 3 zeigt die Ausbeute an DNA und RNA in Abhangigkeit von 
dem eingesetzten chaotropen Salz. Die spezifische Bindung der RNA 
erfolgt nur in Gegenwart von Guanidiniumthiocyanat. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Isolierung von RNA aus Proben, gekennzeichnet durch 
folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellung einer Festphase aus Magnetit 

b) Bereitstellung eines Bindepuffers, der Guanidiniumthiocyanat in einer 
Konzentration enthalt, die nach Mischung mit der Probe eine 
Endkonzentration von > 2,5 M Guanidiniumthiocyanat bewirkt; 

c) Mischen der Probe mit der Festphase aus Magnetit und dem 
Bindepuffer, wobei in dieser Mischung eine die Bindung der RNA 
unterstutzende Phosphat-Konzentration vorliegt; 

d) Isolierung der Festphase mit der gebundenen RNA. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im AnschlufJ 
an Schritt d) die Festphase optional gewaschen wird und anschlieUend die 
RNA von der Festphase eluiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Elution 
mit Elutionspuffern erfolgt, die einen pH-Bereich > 7 ermoglichen und 
Phosphat enthalten. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Bindepuffer zusatzlich Chelatoren wie EDTA 
enthalt. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Festphase aus Magnetit-Partikeln mit einem 
Durchmesser von 0,01 bis 2 und einer spezifischen Oberflache von 1 - 
100 m 2 /g besteht. 

6. Kit zur Isolierung von RNA nach dem Verfahren gemafc einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 5 zumindest enthaltend eine Festphase aus 
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Magnetit und einen Bindepuffer mit einer GTC-Konzentration von Ciber 3 
Mol/I. 

7. Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Bindepuffer 
zumindest zwischen 4 und 8 Mol/I GTC und zwischen 5 und 200 mMol/l 
EDTA enthalt. 

8. Kit nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Kit 
zusatzlich einen oder mehrere der folgenden Bestandteile enthalt 

- einen Elutionspuffer 

- einen Waschpuffer 

- eine Phosphatsalzlosung. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Kit zur Isolierung 
von RNA in Anwesenheit von DNA. Die isolierung erfolgt durch Bindung an 
eine Festphase aus Magnetit, wobei der Bindepuffer eine Konzentration 
von Guanidiniumthiocyanat von > 2,5 Mol/I erzeugt und wahrend der 
Bindung eine bestimmte Konzentration an Phosphat vorliegt. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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